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Malariaerregern 1 
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Abstract: Aspects of the drug sensitivity of malaria parasites. — Resistance of Plasmodium falciparum to one or mo- 
re antimalarial drugs has reached all areas endemic for this parasite, with the exception of America north of the Pan¬ 
ama Canal. Even in large parts of tropical Africa the efficacy of chloroquine has decreased to a point that pyrime- 
thamine/sulfonamide combinations have to be adopted for first-line treatment, albeit in the face of rapidly upcoming 
resistance to these drugs as well. A better understanding of the mechanisms and the causation of resistance, and the 
avoidance of unnecessary drug pressure would go a long way to stave off the advent of resistance to ever new drugs. 
The monitoring of the drug response of Plasmodium falciparum and Plasmodium vivax is an essential tool for the Orien¬ 
tation of an effective drug policy that should incorporate the principles of rational antimalarial therapy. The low cost 
of chloroquine and pyrimethamine/sulfonamide combinations has encouraged their haphazard use. Further thera- 
peutic options are expensive and should be an incentive to introduce rational therapy, foremost diagnosis-based tre¬ 
atment and post-therapeutic follow-up of the patients, complemented by regulär monitoring of drug sensitivity and 
periodic updating of the antimalarial drug policy. 
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Entwicklung der medikamentösen 
Therapie der Malaria 

Phylogenetische Erkenntnisse deuten auf eine schon 
vor der Entstehung der Hominiden bestehende Assozia¬ 
tion zwischen Primaten und Plasmodien hin. Mit der 
Entwicklung bis zum Homo sapiens ging offenbar inner¬ 
halb des Subgenus Plasmodium (Plasmodium ) die Entwik- 
klung hochgradig stenoxenischer, lediglich auf den Men¬ 
schen beschränkter Plasmodien einher, von welcher 
Plasmodium vivax und Plasmodium ovale zeugen. Selbst bei 
den Angehörigen des phylogenetisch jüngsten Subgenus 
Plasmodium (Laverania) zeigen die beiden bisher bekann¬ 
ten Spezies, Plasmodium (Laverania) reichenowi und Plas¬ 
modium ( Laverania ) falciparum monospezifische Stenoxe- 
nie. Nur Plasmodium malariae, der älteste und wohl am 
besten adaptierte Malariaparasit findet sich gleicherma¬ 
ßen bei Menschen und anderen Primaten. Atavismen 
besonderer Art sind natürlich übertragene menschliche 
Infektionen mit Plasmodium knowlesi und Plasmodium cy- 
nomolgi cynomolgi, Plasmodienarten welche normaler¬ 
weise bei Makaken Vorkommen. 


Die Entwicklung der kognitiven Fähigkeiten des Ho¬ 
mo sapiens dürfte schon sehr früh dazu geführt haben, 
Mittel gegen Krankheit zu suchen, w-obei die Empirie vor 
allem den Weg der Herbaimedizin beschritten hat und 
mystische Vorstellungen die Kulthandlungen geprägt ha¬ 
ben (Wernsdorfer & Wernsdorfer 1991). Freilich 
fehlt uns von den frühesten Erfahrungen der Herbalme- 
dizin jegliche Kunde. Der erste Hinweis auf eine Gruppe 
von Pflanzen, welche auch in die Malariabehandlung 
Eingang gefunden haben stammt aus dem Pharaonen¬ 
reich, wo Isispriester zu Festlichkeiten Zweige von Arte¬ 
misia absinthium getragen haben (JARETZKY & Geith 
1944). Artemisia annua LlNNE, deren Inhaltsstoff Artemi- 
sinin innerhalb der vergangenen zwei Jahrzehnte Bedeu¬ 
tung als Ausgangsstoff für die semisynthetische Herstel¬ 
lung hochwirksamer Blutschizontozide gewonnen hat, 
wurde erstmals in China 168 v.Chr. unter dem Namen 
Qing Hao in den „Rezepten für 52 Arten von Krankhei¬ 
ten“ erwähnt. Allerdings fehlte damals noch der Bezug 
auf fieberhafte Krankheiten. Dieser datiert von 340 AD 
als Ge Hong Artemisia annua als Malariamittel in sein 
Handbuch für Notfallbehandlungen aufgenommen hat 
(China Cooperative Research Group 1982). Ob- 


1 Vor über 30 Jahren lernten wir den Jubilar kennen und schätzen. Seither oft wiederholte und interessante Begegnungen und Gespräche haben die 
Achtung vertieft. Der gemeinsame Nenner war und ist seine Betrachtungsweise der vielfältigen Interaktionen in der lebenden Natur und ihrem Sub¬ 
strat, welche ein universelles und humanistisches Weltbild widerspiegelt. Auch seine Meisterschaft der deutschen Sprache sollte nicht nur uns beiden 
ein Vorbild sein. Zum 65. Geburtstag wünschen wir Herrn Univ.-Prof. Dr. Horst Aspöck von ganzem Herzen alles Gute und weiterhin ungebrochene 
Schaffenskraft zum Gedeihen der Wissenschaft und zum Wohle künftiger Generationen von Parasitologen. In diesem Sinne widmen wir diesen Beitrag 
unserem Freund Horst Aspöck. 
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gleich Artemisia annua als Heilkraut später in verschiede¬ 
nen europäischen Arzneibüchern als Febrifug geführt 
wurde, muss die Wirksamkeit bei der Malaria im Hin¬ 
blick auf die Anwendungsweise bezweifelt werden. 

Das erste praktisch wirksame Malariamittel war die 
im frühen 17. Jahrhundert Europäern bekanntgewordene 
„Chinarinde“, welche ihren Namen einer Kette von 
Missverständnissen verdankt. Chinarinde ist die Rinde 
von Bäumen des Genus Cinchona, deren ursprüngliches 
Vorkommen sich auf Südamerika beschränkt. Die Rinde 
war den lokalen Einwohnern schon vor der Ankunft der 
ersten Europäer als Arznei gegen Fieber bekannt. Sie er¬ 
langte weltweite Bedeutung nachdem die Gräfin von 
Quinhon, die Frau des damaligen spanischen Vizekönigs 
von Peru, mittels Chinarinde von ihrer Malaria kuriert 
wurde. Bald wurde die Chinarinde zu einem wichtigen 
Handelsgut, und verschiedene europäische Mächte leg¬ 
ten in ihren malariageplagten Kolonien Cinc/tona-Plan- 
tagen zur Gewinnung der Rinde an, wobei Cinchona led- 
geriana wegen ihres hohen Gehalts an Cinc/iona-Hauptal- 
kaloiden der Vorzug gegeben wurde. Da die Einnahme 
der kurativen Mengen der Rinde seitens der Patienten 
auf Schwierigkeiten stieß, arbeiteten Chemiker schon 
bald an der Extraktion und Isolierung der Wirkstoffe und 
in den Jahren 1820 und 1821 gelang es alle vier Haupt¬ 
alkaloide von Cinchona in reiner Form zu erhalten. Chi¬ 
nin ist das mengenmäßig vorherrschende Alkaloid, ge¬ 
folgt von Chinidin, Cinchonin und Cinchonidin. Seit 
1830 ist die Chinarinde nicht mehr in Gebrauch und nur 
mehr Rohstoff zur Gewinnung der therapeutisch ange¬ 
wandten Rein- oder Mischalkaloide. 

Es stellte sich allerdings bald die Frage der spezifi¬ 
schen Wirkung der verschiedenen Cinc/iona-Alkaloide. 
Deren Klärung erfolgte 1866-1868 in Madras im Zuge der 
ersten klinischen Prüfung der einzelnen Reinalkaloide 
bei 3617 „Malariapatienten“ (es handelte sich um kli¬ 
nisch als Malaria klassifizierte Krankheitsbilder, da die 
Malariaerreger zu diesem Zeitpunkt noch nicht entdeck 
waren). Hierbei zeigten sich alle vier Alkaloide gegen die 
Malaria wirksam, wobei Chinidin und Cinchonin mögli¬ 
cherweise besser abschnitten als Chinin (MADRAS CIN¬ 
CHONA Commission 1870). Diese Ergebnisse gerieten 
bald in Vergessenheit, bis GlEMSA & WERNER (1914) die 
Überlegenheit von Chinidin gegenüber Chinin experi¬ 
mentell am Plasmodium cathemerium / Kanarienvogel 
Modell nachweisen konnten. Zu diesem Zeitpunkt waren 
jedoch die Weichen bereits gestellt, da alles verfügbare 
Chinidin schon von den Kardiologen mit Beschlag be¬ 
legt worden war. 

Mit der Entdeckung der ersten humanpathogenen 
Plasmodiumspezies durch LaveraN im Jahre 1880 konn¬ 
te schließlich die spezifische Wirkung von Chinin und 
Cinc/ionn-Gesamtextrakten bei der Malaria bestätigt wer¬ 
den. Die ersten Berichte über Resistenz von Plasmodium 
falciparum gegenüber Chinin stammen aus Brasilien 


(Neiva 1910; Nocht & Werner 1910). Allerdings spra¬ 
chen die Fälle schließlich auf wiederholte Therapie mit 
Chinin an, wobei die mittlerweile entwickelte stamm¬ 
spezifische Immunität der Patienten zum Behandlungser¬ 
folg beigetragen haben dürfte. Die zu Beginn des ersten 
Weltkriegs aufkommenden Bemühungen zur Entdeck¬ 
ung und Entwicklung synthetischer Malariamittel sind 
weniger auf eine drohende Ausbreitung der Chininresi¬ 
stenz zurückzuführen oder die Schaffung besser verträg¬ 
licher Medikamente ausgerichtet, sondern auf das Be¬ 
streben, von Importen aus überseeischen Produktionsge¬ 
bieten unabhängig zu werden. Das erste synthetische Ma¬ 
lariamittel, das der Gruppe der 8-Aminochinoline zuge¬ 
hörige Pamaquin, wurde 1928 eingeführt, jedoch blieb 
seine Verwendbarkeit limitiert, da es nur schwache blut- 
schizontozide Wirkung besitzt. Seine hochgradige Akti¬ 
vität in der Verhütung von Rückfällen bei Infektionen 
mit Plasmodium vivax wurde erst später bekannt. Von un¬ 
gleich größerer praktischer Bedeutung war die Entwick¬ 
lung von Mepacrin (Atebrin), einem Aminoacridin, 
welches seit 1934 zur Verfügung stand und als Blutschi- 
zontozid therapeutisch und in der suppressiven Malaria¬ 
prophylaxe eingesetzt werden konnte. Allerdings gab es 
auch bei diesem Medikament Probleme mit der Verträg¬ 
lichkeit. 

Während des zweiten Weltkriegs wurde die Suche 
nach neuen synthetischen Malariamitteln insbesondere 
in den USA, in Großbritannien und in Deutschland 
rasch vorwärtsgetrieben. Hierbei stand die Entwicklung 
gut verträglicher Medikamente mit längerer Halbwerts¬ 
zeit und einfacherem Behandlungsschema im Vorder¬ 
grund. Das in Deutschland irrtümlich als zu toxisch ver¬ 
worfene Chloroquin - ein 4-Aminochinolin - fand in 
den USA Beachtung und wurde nach Kriegsende 
schließlich zum weitest gebrauchten Medikament in 
Therapie und Prophylaxe. Die 2. Generation der synthe¬ 
tischen Malariamittel umfasste neben Chloroquin auch 
Amodiaquin, eine ebenfalls den 4-Aminochinolinen zu¬ 
gehörige Mannich-Base, sowie Pyrimethamin und Pro- 
guanil, welche als Antagonisten in Folsäurestoffwechsel 
und Thymidilatsynthese eingreifen. 

Chloroquin löste das bis dahin in der Therapie der 
unkomplizierten Malaria und in der Malariaprophylaxe 
vorherrschende Mepacrin praktisch innerhalb von 5 Jah¬ 
ren ab. Es ist bemerkenswert, dass zum Zeitpunkt dieses 
Wechsels noch kein einziger dokumentierter Fall von 
Mepacrinresistenz aufgetreten war, obgleich das Medika¬ 
ment immerhin schon 2 1/2 Jahrzehnte lang im Einsatz 
gestanden hatte. 

Während die ersten Berichte über Pyrimethaminresi- 
stenz bei Plasmodium falciparum und Plasmodium vivax 
schon innerhalb von 2 Jahren nach breiterer Verwen¬ 
dung dieses Mittels erschienen sind, sollte es bis 1959 
dauern bis die ersten Fälle von Chloroquinresistenz bei 
Plasmodium falciparum, praktisch zeitgleich im thailän- 
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disch-kambodschanischen Grenzgebiet und in Südameri¬ 
ka (Venezuela und Kolumbien), beobachtet wurden 
(Harinasuta et al. 1962; Maberti I960; Moore & La¬ 
nier 1961). Diese Entwicklung bedrohte die Durchführ¬ 
barkeit einer wirksamen und gut verträglichen Therapie 
der Falciparum-Malaria und stimulierte einerseits die 
Entwicklung von Prüfverfahren zur Ermittlung der Art- 
neimittelempfindlichkeit, und andererseits die Suche 
nach Altemativmedikamenten. 

Grundlagen der Arzneimittelwirkung und der 
Arzneimittelresistenz 

Die Arzneimittelempfindlichkeit von Plasmodien ist 
genetisch determiniert (WERNSDORFER 1994). Die ase- 
xuellen Individuen natürlicher, noch keinem Arzneimit¬ 
teldruck ausgesetzter Populationen von Plasmodium falci - 
purum zeigen hinsichtlich ihrer Arzneimittelempfind¬ 
lichkeit eine log-normale Verteilung, welche einer 
Gauß’schen Kurve entspricht (Abb. 1). Auch bei Klonen 
von asexuellen Parasiten zeigt sich eine log-normale Ver¬ 
teilung, allerdings innerhalb sehr viel engerer Grenzen, 
da die Abweichungen vom Mittelwert zunächst allein 
durch phänotypische Variation bedingt sind. Im Laufe 
der Zeit wird sich auch bei Klonen infolge von Spontan¬ 
mutationen eine Verbreiterung der Basis einstellen. Der¬ 
artige Spontanmutationen erfolgen mit der Frequenz von 
IO 8 bis IO' 10 (Beale 1980). 

Durch subkurativen Arzneimitteldruck werden zu¬ 
nächst die sensibleren Anteile der Parasitenpopulation be¬ 
seitigt und die Restitution der Population erfolgt vorwie¬ 
gend aus deren weniger sensiblen und resistenten Antei¬ 
len. Die Verteilung findet schließlich wieder zur Log-Nor¬ 
malität zurück, allerdings mit einer Rechtsverschiebung 
des Mittelwertes. Wiederholter subkurativer Arzneimittel- 
druck selektiert zunehmend für die resistenten Popula¬ 
tionsanteile und nach Erholung der Parasitenpopulation 
rückt die log-normale Verteilung in den Bereich solider 
Resistenz (Abb. 1). Dieser Vorgang kann auch durch ei¬ 
nen biologischen Vorteil resistenter Parasiten unterstützt 
oder beschleunigt werden, wie er bei chloroquinresisten- 
ten Populationen von Plasmodium falciparum nachgewie¬ 
sen wurde (WlLKlNSON 1976; Sucharit et al. 1977). 

Um eine Elimination der asexuellen, für die Sympto¬ 
matik der Malaria verantwortlichen erythrozytären Para¬ 
sitenformen herbeizuführen, müssen die Blutspiegel der 
blutschizontoziden Arylaminoalkohole der Klasse-1 (4- 
Aminochinoline) und der Klasse-2 (4-Chinolinmetha- 
nole und Lumefantrin) für ausreichend lange Zeit über 
der effektiven Mindestkonzentration („minimum inhibi- 
tory concentration“) gehalten werden. Diese effektive 
Mindestkonzentration ist bei Nichtimmunen mit der 
Konzentration gleichzusetzen, welche eine Wachstums¬ 
hemmung von 99 % herbeiführt (EC„). Der Zeitraum, 
währenddessen die Wirkstoffkonzentration oberhalb der 
EC,, zu halten ist, wird mit der Dauer von 3-4 Blutschi- 



Abb. 1: Schematische Darstellung der log-normalen Verteilung gemäß 
Mefloquinempfindlichkeit in einer sensiblen (S) und in einer resistenten (R) 
Population von Plasmodium falciparum. Die x-Achse repräsentiert die Logarithmen 
der Mefloquinkonzentration in nM. 

zogoniezyklen beziffert (WERNSDORFER 1994). Aus die¬ 
sen Gegebenheiten folgt, dass subkurativer Arzneimittel¬ 
druck vorwiegend durch unzureichende Dosierung, zu 
große Zeitabstände zwischen den Einzeldosen von Medi¬ 
kamenten mit kurzer Halbwertszeit, oder aber zu kurze 
Medikationsdauer zustandekommt. Bei oralen Medika¬ 
menten mit hohen inter-individuellen Schwankungen 
der Absorption aus dem Magen-Darmtrakt kann subku- 
rativer Arzneimitteldruck auch bei normalerweise kor¬ 
rekter Anwendung entstehen. Ferner entsteht subkurati¬ 
ver Arzneimitteldruck bei Medikamenten mit langer 
Halbwertszeit während der post-therapeutischen Elimi¬ 
nationsphase, wenn neu ankommende Parasitenpopula¬ 
tionen unterschwelligen Wirkstoffkonzentrationen aus- 
gesetzt sind. Hierbei ist der Selektionsdruck proportional 
zu der lokalen Übertragungsrate. 

Das eklatanteste Beispiel für subkurativen Arznei¬ 
mitteldruck war die Verwendung von Kochsalz, welchem 
Pyrimethamin oder Chloroquin beigegeben war. Dieses 
Vorgehen wurde in Gebieten praktiziert, in welchen kei¬ 
ne Vektorbekämpfung durchgeführt werden konnte. In 
den Gegenden unter Kochsalz mit Pyrimethaminzusatz 
stellte sich spezifische Resistenz schon innerhalb von we¬ 
nigen Monaten ein (MEUWISSEN 1961). Bei der Verwen¬ 
dung von Kochsalz mit Chloroquinzusatz trat Resistenz 
erst nach längerer Verwendung auf. Es ist jedoch bemer¬ 
kenswert, dass die ersten Fälle von Chloroquinresistenz 
sowohl in Südostasien als auch in Südamerika in un¬ 
mittelbarer Nähe von Projekten beobachtet wurden, in 
welchen Kochsalz mit Chloroquinzusatz zur Malariabe¬ 
kämpfung eingesetzt worden war (PAYNE 1988). 

In Gebieten mit intensiver Malariaübertragung kann 
auch eine häufig wiederholte, jedoch lückenhafte Medi¬ 
kation von einzelnen Zielgruppen zur raschen Selektion 
resistenter Populationen führen. So wurde noch vor der 
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Abb. 2: Vergleich der EC^, EC go und EC 99 Werte für Chloroquin bei Plasmodium 
falciparum im Distrikt von Nord-Mara, Tansania, 1979 und 1982. 



Abb. 3: Vergleich der EC W , EC 90 und EC 99 Werte für Chinin bei Plasmodium 
falciparum in der Zentralregion von Thailand, 1982 und 1984. 


Ausbreitung nennenswerter Resistenz in Afrika südlich 
der Sahara im Bezirk von Nord-Mara in Tanzanien bei 
Kindern unter 10 Jahren eine regelmäßige Malariapro- 
phylaxe durchgeführt, um die Rolle der Falciparum-Ma- 
laria in der Entstehung von Burkitt's Lymphom zu klären. 
Das Gebiet ist als hyper- bis holo-endemisch eingestuft. 
Da die Parasitämieraten während der Beobachtungspe¬ 
riode wieder angestiegen waren, wurden zunächst die Do¬ 
sisintervalle verkürzt und schließlich auch die Einzeldo¬ 
sen heraufgesetzt. Auf diese Weise wurden die zunächst 
voll sensiblen Plasmodium falciparum Populationen inner¬ 
halb von 21/2 Jahren manifest resistent (Abb. 2) (Dra- 
PER et al. 1985). 

Der Einfluss inadäquater Therapie wurde in Thailand 
in den Jahren 1982-1984 deutlich, als wegen solider Re¬ 
sistenz gegenüber Chloroquin und Pyrimethamin/Sulfa- 
doxin eine 7-tägige Kombinationsbehandlung mit Chi¬ 
nin und Tetrazyklin eingesetzt wurde. Zwar zeigte diese 
Kombination, lege artis und unter strikter klinischer 


Kontrolle angewandt, eine Heilungsrate von > 99 %, im 
ambulanten und poliklinischen Bereich lag die Hei¬ 
lungsrate jedoch nur bei 68 %, was teils auf mangelnde 
Beachtung der Therapieanweisung seitens der Patienten, 
teils auf einen verfrühten Abbruch der Medikation zu¬ 
rückzuführen war (SllEBSAENG et al. 1986). Sicherlich 
hat das Auftreten von Cinchonismus dabei eine Rolle 
gespielt, aber auch eine Überforderung der Patienten 
durch die Notwendigkeit im Laufe einer Woche 49 Me- 
dikamentendosen zeitgerecht einzunehmen. Das Fortbe¬ 
stehen eines ansehnlichen Parasitenreservoirs, welches 
die Exposition gegenüber Chinin überlebt hatte, führte 
zu einem signifikanten Absinken der Chininempfind¬ 
lichkeit (Abb. 3). 

Als Beispiel für den durch residuelle, post-therapeu¬ 
tische Blutspiegel eines Medikaments mit hoher Halb¬ 
wertszeit ausgeübten Selektionsdruck kann die Entwick¬ 
lung von Mefloquinresistenz im thailändisch/kambod¬ 
schanischen Grenzgebiet in den Jahren 1988-1991 gel¬ 
ten (WERNSDORFER et al. 1994). In den thailändischen 
Malariakliniken wurde die Falciparum-Malaria mit Fan- 
simef®, einem aus Mefloquin, Pyrimethamin und Sulfa- 
doxin bestehenden Kombinationspräparat, behandelt. 
Die Mehrzahl der Patienten war in Kambodscha tätig 
und hatte sich dort die Malariainfektion zugezogen. Kurz 
nach der Behandlung kehrten die Patienten nach Kam¬ 
bodscha zurück und waren dort von neuem intensiver 
Malariaübertragung mit einer jährlichen Inokulationsra¬ 
te von etwa 20-25 ausgesetzt. Ähnlicher Selektionsdruck 
entstand wenig später auf der burmesischen Seite des 
Grenzgebiets von Thailand und Myanmar. Dies erklärt 
die massive, bis an den Golf von Andaman reichende 
Mefloquinresistenz von Plasmodium falciparum, obgleich 
Mefloquin in Myanmar bisher nicht eingesetzt wurde. 

Unter den humanpathogenen Malariaerregern zeigt 
Plasmodium falciparum offensichtlich das breiteste Spek¬ 
trum von Arzneimittelresistenz. Dies ist ein Zeichen ho¬ 
her Adaptationsfähigkeit, auf welche der nach Durchlau¬ 
fen der kurzen prä-erythrozytären Entwicklungsphase 
ausschließlich im Blut befindliche Parasit angewiesen ist. 
Plasmodium vivax und Plasmodium ovale kommen ohne 
derartig hoch entwickelte physiologische Adaptationsfä¬ 
higkeit aus, da ihr Überleben durch das Hypnozoitenre- 
servoir gesichert ist und die erythrozytären Phasen ohne¬ 
hin von relativ kurzer Dauer sind. Bei den asexuellen 
Blutformen von Plasmodium vivax ist bisher nur allgemei¬ 
ne Resistenz gegenüber Pyrimethamin und eine bisher 
auf den subäquatorialen Raum zwischen Indischem Oze¬ 
an und Pazifik beschränkte Resistenz gegen Chloroquin 
bekannt geworden. Bei der Resistenz gegen Pyrimetha¬ 
min könnte es sich um ein ohne Arzneimitteldruck, a 
priori bestehendes Phänomen handeln. Plasmodium ovale 
und Plasmodium malariae gelten weiterhin als chloroqui- 
nempfindlich. Bei Plasmodium malariae ist dies verwun¬ 
derlich, da dieser Parasit über kein Hypnozoitenreservoir 
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verfügt und sich ähnlich wie Plasmodium falciparum nach 
Ablauf der prä-erythrozytären Phase ausschließlich auf 
das Blut beschränkt. 

Molekularbiologische Gegebenheiten 

Die Entwicklung geeigneter molekularbiologischer 
Methoden ermöglichte seit etwa einem Jahrzehnt die ge¬ 
zielte Suche nach genetischen, für die Arzneimittelresi¬ 
stenz bei Plasmodium falciparum verantwortlichen Poly¬ 
morphismen. Die Suche nach derartigen Polymorphis¬ 
men war erfolgreich bei mono- oder bifaktorieller Resi¬ 
stenz, wie sie z. B. gegen Pyrimethamin und Sulfonami¬ 
den besteht. Hingegen war sie bisher weniger ergiebig in 
der Aufklärung multifaktorieller Resistenz, z. B. gegen 
die 4-Aminochinoline und die Klasse 2 Arylaminoalko- 
hole (WONGSRICHANALA! et al. 2002; WERNSDORFER & 
Noedl 2003). 

Resistenz gegen Pyrimethamin ist durch Polymor¬ 
phismen am Gen für die Dihydrofolatreduktase (pfdhfr) 
charakterisiert, wobei Codon 108 ASP und Codon 164 LEU 
als führende Determinanten gelten und Codon 51 ILE so¬ 
wie Codon 59 arg zusätzliche Modulation für Pyrimetha- 
minresistenz zugeschrieben wird (Basco et al. 1998; Ur- 
DANETA et al. 1999; Nzila et al. 2000). Resistenz gegen 
Proguanil wird anscheinend durch 16 VAL und 108 THR im 
pfdhfr Gen moduliert (Khan et al. 1997; URDANETA et 
al. 1999; THAITHONG et al. 2001). Resistenz-assoziierte 
Polymorphismen im Dihydropteroatsynthetase-Gen 
(pfdhps) beziehen sich vor allem auf die Codons 436, 
437, 540, 581 und 613, wobei die Konfigurationen 437 Gur 
und 581 GU die stärkste Aussagekraft haben (URDANETA 
et al. 1999; Nzila et al. 2000; Nagesha et al. 2001). Die 
5-fache Kombination von 51 ILE , 59 ARG und 108 ASP in 
pfdhfr und 43 7 0Uf und 540 GLU in pfdhps ist ein zuverlässi¬ 
ger Indikator von Resistenz gegen die Kombination von 
Pyrimethamin und Sulfonamiden (NZILA et al. 2000). 
Allerdings deuten jüngere Untersuchungen darauf hin, 
dass das gleichzeitige Auftreten von pfdhfr 59 ARG und 
pfdhps 540 GLU die Präsenz der 5-fachen Kombination 
verlässlich anzeigt (KüBLIN et al. 2002). 

Untersuchungen des Chloroquin-Resistenztranspor- 
ter Gens von Plasmodium falciparum (pfcrt) deuteten an¬ 
fangs darauf hin, dass Polymorphismen in den Codons 
72, 74, 75, 76 und 220 die Chloroquinresistenz ausrei¬ 
chend erklärten, doch fanden sich später zahlreiche Un¬ 
gereimtheiten, welche auf die gleichzeitige Beteiligung 
anderer Gene hinwiesen (WERNSDORFER & NOEDL 
2003). Eine Erklärung für die offensichtlichen Dichoto¬ 
mien wurde im „multi-drug resistance“ Gen von Plasmo¬ 
dium falciparum (pfmdrl) gesucht, welches mit Polymor¬ 
phismen in Codons 86, 184, 1034, 1042 und 1246 zu¬ 
nächst als Universal-Gen für Resistenz gegen 4-Amino- 
chinoline und Klasse 2 Arylaminoalkohole sowie Arte- 
misinin galt. Auch die Polymorphismen in pfmdrl war¬ 
fen mehr Fragen auf als sie lösten. Die Suche nach rele¬ 


vanten Polymorphismen in anderen Genen geht weiter, 
wobei im Gen für y-Glutamylcysteinsynthetase mögliche 
Determinanten für Resistenz gegen Chloroquin und Me- 
floquin identifiziert wurden (PEREZ-ROSADO et al. 2002). 
Einschlägige Untersuchungen weisen darauf hin, dass 
sich Resistenz gegen 4-Aminochinoline und Klasse 2 
Arylaminoalkohole bei Plasmodium falciparum in einem 
breiten Spektrum von biochemischen und biophysikali¬ 
schen Veränderungen äußern, welche die Beteiligung 
zahlreicher Gene nahelegen. 

Prüfung der Arzneimittelempfindlichkeit 

Als Definition derArzneimittelresistenz bei Malaria 
gilt die Fähigkeit eines Parasitenstammes trotz der Ver¬ 
abreichung und Absorption eines Medikaments in üb¬ 
licher oder höherer, maximal tolerierter Dosierung zu 
überleben oder sich zu vermehren (WORLD HEALTH OR¬ 
GANIZATION 1965). Dieser Definition folgend wurde 
schon 1964 ein in vivo Test zur Ermittlung der Chloro- 
quinempfindlichkeit von Plasmodium falciparum entwik- 
kelt (World Health Organization 1965). Da die Er¬ 
gebnisse von in vivo Tests durch die Immunitätslage der 
Patienten maßgeblich beeinflusst werden, geben sie kei¬ 
ne Auskunft über die intrinsische Arzneimittelempfind¬ 
lichkeit der Erreger. Diese kann nur durch in vitro Tests 
erfasst werden, welche seit 1968 zur Verfügung stehen. 

In vivo Prüfverfahren 

Das aus dem Jahre 1964 stammende in vivo Prüfver¬ 
fahren für Chloroquin bei Infektionen mit Plasmodium 
falciparum wurde in der Folgezeit modifiziert und erhielt 
1972 als „28 Tage Standardtest“ seine auch heute noch 
gültige Fassung (World Health ORGANIZATION 1973). 
Einschlusskriterien für den Test sind Monoinfektionen 
mit Plasmodium falciparum bei einer asexuellen Parasiten¬ 
zahl von 1000-100000 pro pl Blut. Ausschlusskriterien 
umfassen Zeichen von schwerer oder komplizierter Mala¬ 
ria, Behandlung mit Malariamitteln innerhalb der voran¬ 
gegangenen 4 Wochen, Vorliegen anderweitiger Infek¬ 
tionskrankheiten, und Schwangerschaft. Es beruht auf 
der Verabreichung von Chloroquin gemäß dem interna¬ 
tional üblichen Dosisschema, d.h. 10 mg/kg Körperge¬ 
wicht als erste Dosis, 6 Stunden später 5 mg/kg, gefolgt 
von 5 mg/kg 24 Stunden und 48 Stunden nach der ersten 
Dosis. Die auf Chloroquin-Base bezogene Gesamtdosis ist 
25 mg/kg. Für den Test sollten ausschließlich Chloro- 
quintabletten zuverlässiger Herkunft verwendet werden, 
deren Produktion laufender Qualitätskontrolle unter¬ 
liegt. Vor dem Test und während der gesamten Testdauer 
von 28 Tagen werden täglich Blutproben (dicke Tropfen) 
abgenommen, nach Giemsa gefärbt und auf die Anwe¬ 
senheit von asexuellen Malariaparasiten untersucht. In 
sämtlichen positiven dicken Tropfen wird auch die Para¬ 
sitendichte bestimmt. In der Klassifikation der Resultate 
werden 4 Kategorien unterschieden: Sensibilität (S) und 
Resistenzgrade I, II und III: 
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• S = Abnahme der Parasitämie auf < 25 % des Aus- 
gangswertes innerhalb von 48 Stunden nach Be- 
handlungsbeginn. Endgültiges Verschwinden der ase- 
xuellen Parasiten spätestens am 6. Tag nach Behänd- 
lungsbeginn, ohne Wiederauftreten während der ge¬ 
samten Beobachtungszeit von 28 Tagen. 

• R-l = Anfängliches Ansprechen auf die Therapie wie 
bei S, Wiederauftreten von asexuellen Parasiten zwi¬ 
schen Tag 8 und Tag 28. 

• R-II = Senkung der Parasitämie auf < 25 % des Aus¬ 
gangswertes innerhalb von 48 Stunden nach Be¬ 
handlungsbeginn, jedoch kein endgültiges Ver¬ 
schwinden der Parasitämie innerhalb der ersten Wo¬ 
che (Parasiten nachweisbar an Tag 6 und/oder Tag 7 
nach Behandlungsbeginn. 

• R-lll = Innerhalb von 48 Stunden nach Behand¬ 
lungsbeginn kein Rückgang der Parasitendichte auf < 
25 % des Ausgangswertes. 

Die zuverlässige Beurteilung des Prüfergebnisse setzt 
voraus, dass Neuinfektionen ausgeschlossen werden kön¬ 
nen. Hierzu können neuerdings PCR-Vergleiche zwi¬ 
schen den vor Behandlungsbeginn und am Tag des 
Wiederauftretens isolierten Parasitenpopulationen her¬ 
angezogen werden. Als der 28 Tage Standardtest entwik- 
kelt wurde existierte noch kein PCR-Verfahren. In Ge¬ 
genden mit intensiver Malariaübertragung wurde daher 
ein 7-Tage-Test verwendet, bei welchem zwar keine 
Unterscheidung zwischen S und R-l, jedoch die Erken¬ 
nung von R-II und R-III möglich war (WERNSDORFER & 
Payne 1988). 

Die Methodik des Standardtests lässt sich auch für 
die Prüfung anderer Malariamittel einsetzen, wobei die 
Nachbeobachtungsdauer der Halbwertszeit des Medika¬ 
ments anzupassen ist, z. B. 42 für Pyrimethamin/Sulfado- 
xin und 63 Tage für Mefloquin (WERNSDORFER & PAYNE 
1988). Das Verfahren ist auch zur Sensibilitätsprüfung 
bei Mono-Infektionen mit Plasmodium vivax unter der 
Voraussetzung geeignet, dass die blutschizontozide The¬ 
rapie mit Chloroquin wie üblich durch eine sofort an¬ 
schließende hypnozoitozide Behandlung mit Primaquin 
ergänzt wird. 

Die zahlreichen Schwierigkeiten bei der Durchfüh¬ 
rung der Standardtests, vor allem bei der Sicherung konti¬ 
nuierlicher Nachbeobachtung haben diese Prüfverfahren 
aus dem Repertoire der Feldprüfungen weitgehend ver¬ 
schwinden lassen. Sie sind jedoch weiterhin ein wichtiger 
Bestandteil der klinischen Prüfung neuer Medikamente. 

Die Notwendigkeit, regionale Behandlungsrichtli- 
nien („drug policy“) nach der Wirksamkeit der Medika¬ 
mente auszurichten führte zur Entwicklung vereinfachter 
Testverfahren, deren Anwendung auch im ambulanten 
und poliklinischen Bereich möglich ist. Derartige verein¬ 
fachte Prüfverfahren wurden für die Anwendung in Ge¬ 


bieten mit intensiver Malariaübertragung und für die 
Durchführung in Gegenden mit geringer oder mäßiger 
Malariaübertragung ausgearbeitet (WORLD HEALTFI OR¬ 
GANIZATION 2002). 

Der vereinfachte in vivo Test für Gebiete mit inten¬ 
siver Malariaübertragung ist für eine Beobachtungsdauer 
von 14 Tagen ausgelegt und beinhaltet neben der parasi- 
tologischen Blutuntersuchung an den Tagen 0, 1, 2, 3, 7 
und 14 auch die Beurteilung klinischer Kriterien, insbe¬ 
sondere der Körpertemperatur. Die Einbeziehung von 
Hämatokritbestimmungen an den Tagen 0 und 14 ist 
empfohlen, aber nicht Bedingung, ln der Beurteilung der 
Ergebnisse werden frühes Therapieversagen (ETF), spä¬ 
tes Therapieversagen (LTF), spätes parasitologisches Ver¬ 
sagen (LPF) und adäquates klinisches und parasitologi¬ 
sches Ansprechen (ACPR) mit folgenden Definitionen 
unterschieden: 

• ETF = Auftreten von Gefahrenzeichen oder schwe¬ 
rer Malaria an den Tagen 1, 2 oder 3 bei manifester 
asexueller Parasitämie; asexuelle Parasitämie an Tag 
2 höher als an Tag 0, unabhängig von der Körper¬ 
temperatur; asexuelle Parasitämie an Tag 3 > 25 % 
des Wertes von Tag 0; asexuelle Parasitämie an Tag 3 
bei erhöhter axillärer Körpertemperatur (> 37,5°C). 

• LTF = Auftreten von Gefahrenzeichen oder schwerer 
Malaria zwischen Tag 4 und Tag 14 bei manifester 
asexueller Parasitämie, ohne vorher die Kriterien für 
ETF erfüllt zu haben; manifeste asexuelle Parasitämie 
gleichzeitig mit axillärer Körpertemperatur > 37,5°C 
zwischen Tag 4 und Tag 14. 

• LPF = Bestehen asexueller Parasitämie an Tag 14 bei 
axillärer Körpertemperatur < 37,5°C, ohne vorher 
die Kriterien für ETF oder LTF erfüllt zu haben. 

• ACPR = Fehlen asexueller Parasitämie an Tag 14, 
unabhängig von der Körpertemperatur, ohne bis da¬ 
hin die Kriterien von ETF und LTF erfüllt zu haben. 

Bei dem vereinfachten Test für Gebiete mit gering¬ 
gradiger oder mäßiger Malariaübertragung erstreckt sich 
die Nachbeobachtungsdauer auf 28 Tage. Parasitologi- 
sehe und klinische Untersuchungen werden routinemä¬ 
ßig an den Tagen 0, 1, 2, 3, 7, 14, 21 und 28 durchge¬ 
führt. Untersuchungen sind auch an anderen Tagen vor¬ 
zunehmen, wenn der Zustand des Patienten auf klinische 
Verschlechterung hinweist. Auch hier erfolgt die Beur¬ 
teilung des Behandlungsergebnisses gemäß ETF, LTF, LPF 
und ACPR, wobei die Definition des frühen Therapie¬ 
versagens jener des Tests für Gebiete mit intensiver Ma¬ 
lariaübertragung entspricht. Für die Kategorien LTF, LPF 
und ACPR trifft gleiches zu mit der Modifikation, dass 
die Anwendung der Kriterien auf die gesamte Beobach¬ 
tungsdauer von 28 Tagen ausgedehnt wird. 

Im allgemeinen gilt, dass ein Wechsel der Routine¬ 
medikation („first line treatment“) angezeigt ist, sobald 
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Häufigkeit frühen oder späten Therapieversagens 25 % 
erreicht hat (WORLD HEALTH ORGANIZATION 2001). In 
Gebieten mit intensiver Malariaübertragung kann sich 
dies auf Personen mit unzureichender Immunität, z. B. 
Kinder unter 5 Jahren beschränken. 

Bei der Durchführung von in vivo Prüfungen ist die 
laufende Überwachung der Patienten sicherzustellen, um 
rechtzeitig Gefahrenzeichen erfassen und die Kranken 
wirksamer alternativer Behandlung zuführen zu können. 
Prüfungen ohne ausreichende Sicherheit für die Patien¬ 
ten sind aus ethischen Gründen abzulehnen. 

In vitro Prüfverfahren 
für periphere Laboratorien 

Plasmodium falciparum 

Schon vor nahezu 100 Jahren gelang in frischen Iso¬ 
laten von Plasmodium falciparum und Plasmodium vivax 
die Weiterzüchtung bis zur Vollendung der Schizonten- 
reifung (BaSS & JöNES 1912). Darauf aufbauend entwik- 
kelten RlECKMANN et al. (1968) ein in vitro Testsystem 
für die Messung der Arzneimittelempfindlichkeit bei 
Plasmodium falciparum. Hierzu wurde parasitenhaltiges 
defibriniertes Blut mit Glukosezusatz und ansteigenden 
Medikamentkonzentrationen für 24 Stunden in ver¬ 
schlossenen sterilen Röhrchen bei 37,5°C gehalten. 
Nach der Inkubation wurden dicke Tropfen aus dem Se¬ 
diment der Röhrchen angelegt. In den Giemsa-gefärbten 
Präparaten von medikamentfreier Kontrolle und medika¬ 
menthaltigen Proben wurde die Schizontenzahl gegen je¬ 
weils 200 asexuelle Parasiten ausgezählt. Auf der Basis 
der Kontrollwerte wurde die medikamentbedingte Hem¬ 
mung der Schizontenreifung bestimmt. Dieses Verfahren, 
wegen der Notwendigkeit der Entnahme von jeweils 10- 
12 ml venösen Blutes auch „Makromethode“ genannt, ist 
weitgehend in Vergessenheit geraten, da seit mehr als 
zwei Jahrzehnten eine sehr viel bequemer anwendbare 
und zuverlässigere „Mikromethode“ existiert. 

Grundlage für die Entwicklung der Mikromethode 
war die erfolgreiche Dauerkultur von Plasmodium falcipa¬ 
rum (TRÄGER & Jensen 1976), wobei dem hierfür ver¬ 
wendeten Kulturmedium und der Gasmischung in den 
Kulturgefäßen besondere Bedeutung zukam. Die erste 
Mikromethode für Sensibilitätsstudien bei Plasmodium 
falciparum wurde mit Blut von Aocus trivirgatus durchge¬ 
führt (RlECKMANN et al. 1978). Diese Methode wurde für 
die Verwendung frischer Parasitenisolate von Plasmodium 
falciparum adaptiert und schließlich als Standardtest ein¬ 
geführt (Wernsdorfer 1980). 

Der Mikrotest zur Messung der Arzneimittelempfind¬ 
lichkeit von Plasmodium falciparum basiert auf der Bestim¬ 
mung der medikamentbedingten Schizontenreifungsbem- 
mung. Zur Durchführung des Tests werden aus der desin¬ 
fizierten Fingerbeere 100 pl Blut mittels heparinisierter 
Kapillare entnommen und in 900 pl RPMI-1640 Medium 


ohne Serumzusatz suspendiert. Aliquots von 50 pl der 
Blut-Medium-Mischung (BMM) werden in die Vertiefun¬ 
gen der Testreihe auf der vordosierten 8x12 Mikrotiter¬ 
platte eingebracht. Die beimpfte Mikrotiterplatte wird 
mit einem sterilen Deckel verschlossen und in das Inku¬ 
bationsgefäß (Kerzentopf oder Kerzenbehälter) verbracht. 
Nach Schließen des Inkubationsgefäßes und Verlöschen 
der Kerze wird das Gefäß in den Inkubator verbracht und 
für etwa 24-25 Stunden bei 37,5°C gehalten. Im Inkuba¬ 
tionsgefäß herrscht eine Atmosphäre von etwa 5 % CO„ 
16 % O,, 78 % N, und 1 % Edelgasen, was der Gasspan¬ 
nung im menschlichen Kapillarbereich entspricht. Nach 
der Inkubation werden die Testplatten entnommen und 
die Sedimente der Testreihe nach Entfernung der über¬ 
stehenden Medium-Plasma-Mischung in feststehender 
Reihenfolge als dicke Tropfen auf einen Objektträger auf¬ 
gebracht. Nach vollständiger Trocknung werden die Prä¬ 
parate nach Giemsa bei pH 6,85 gefärbt. Die Auszählung 
erfolgt wiederum nach der Zahl von Schizonten pro 200 
asexuelle Formen. Vertiefung A der vordosierten Test¬ 
platten ist die medikamentfreie Kontrolle. Vertiefungen 
B-H enthalten das Medikament in ansteigenden Konzen¬ 
trationen, z. B. für Chinin entsprechend Konzentrationen 
von 80-5120 nM, für Lumefantrin von 3-3000 nM. Tests 
mit einer Mindestzahl von 20 Schizonten / 200 asexuelle 
Parasiten in der medikamentfreien Kontrolle werden als 
gültig gewertet. 

Die grobe Auswertung der individuellen Testreihen 
erfolgt gemäß der geringsten Wirkstoffkonzentration, bei 
welcher eine vollständige Hemmung der Schizontenrei¬ 
fung festgestellt wurde („cut-off concentration“). Bei der 
Gruppenauswertung w'ird der geometrische Mittelwert 
für vollständige Hemmung errechnet. Dieser Mittelwert 
und sein Vertrauensbereich (95 %) geben ersten Auf¬ 
schluss über Sensibilität und den Grad interindividueller 
Variation. Da die konzentrationsbedingte Hemmung der 
Schizontenreifung bei Plasmodium falciparum bei den 
meisten Medikamenten ein log-normales Muster auf¬ 
weist, erfolgt die eingehendere Analyse der Testdaten 
nach der Log-Probit Methode von LlTCHFlELD & WlLCO- 
XON (1949). Diese erlaubt die Errechnung der EC-Werte, 
z. B. EC 50 , EC 9() und EC^ der individuellen Testreihen. 
Für die Analyse der gruppierten Testergebnisse steht eine 
EDV-Version der Log-Probit Methode zur Verfügung 
(Wernsdorfer & Wernsdorfer 1995). Neben den 
wichtigsten EC-Werten und deren 95 % Vertrauensbe¬ 
reiche gibt die EDV-Auswertung auch Aufschluss über 
zahlreiche andere Parameter, wie Korrelationskoeffizient, 
Heterogenität, Steigung der Log-Probit Regression. Die 
gewonnene Regressionslinie, deren 95 % Vertrauensbe¬ 
reiche und die beobachteten mittleren Hemmwerte bei 
den geprüften Konzentrationen eignen sich für graphi¬ 
sche Darstellung (Abb. 4-6). 

Während die oben erwähnten Methoden für die 
Sensibilitätsprüfung auf der Auswertung morphologi- 
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Abb. 4: Log-Probit Regression für Chinin bei Plasmodium falciparum in Mae Sot, 
Thailand, 1955, mit Vertrauensbereich der Regressionslinie (95 %) und 
beobachteten Datenpunkten (SMI°/o = °/o Hemmung der Schizontenreifung). 



Mefloquin (nM) 

Abb. 5: Log-Probit Regresion für Mefloquin bei Plasmodium falciparum in Mae Sot, 
Thailand, 2002, mit Vertrauensbereich der Regressionslinie (95 %) und 
beobachteten Datenpunkten (SMI% = % Hemmung der Schizontenreifung). 

scher Kriterien beruhen, stützt sich eine jüngst entwi¬ 
ckelte Methodik für Plasmodium falciparum auf die Mes¬ 
sung der metabolisch produzierten Mengen von Histi¬ 
din-reichem Protein 11 und die medikamentbedingte 
Hemmung der Produktion dieses Proteins (NOEDL et al. 
2002). Dieses teilweise automatisierte ELISA Verfahren 
ist zwar technisch aufwendiger als der morphologische 
Mikrotest, jedoch sind die Ergebnisse durch die Verwen¬ 
dung eines ELISA Lesegeräts zuverlässiger, ln Ländern 
mit hohem Lohnniveau werden die höheren Kosten für 
Apparatur und Reagentien durch die Arbeitszeiterspar¬ 
nis ausgeglichen. Hingegen ist der morphologische 
Mikrotest in Ländern mit geringeren Arbeitskosten bis¬ 
her ökonomischer. 


In vitro Test für Plasmodium vivax 

Trotz erheblichen Aufwands ist es bisher nicht ge¬ 
lungen, Plasmodium vivax in Dauerkultur zu etablieren. 
Dennoch wurden insbesondere durch die Wahl geeigne¬ 
ter Nährmedien Fortschritte in der Kurzzeitkultur von 
Plasmodium vivax erzielt (BrOCKELMAN et al. 1989). Erst 
in den Jahren 2000-2002 wurde eine geeignete, reprodu¬ 
zierbare in vitro Testmethode für Plasmodium tnvax ent¬ 
wickelt (TaSANOR et al. 2002), welche auch im Ver¬ 
gleich mit parallelen in vivo Tests validiert wurde 
(CONGPUONG et al. 2002). Dieses Testsystem entspricht 
in der Durchführung dem Mikrotest für Plasmodium fal¬ 
ciparum, jedoch wird eine höhere Blutverdünnung 
(1:20) verwendet. Als Medium hat sich eine 1:1 Mi¬ 
schung von RPMI-1640 und Waymouth-Medium am be¬ 
sten bewährt. Für den Test werden vordosierte Mikroti¬ 
terplatten verwendet. Die Inkubation erfolgt im Kerzen- 
gefäß bei 37,5°C für eine Dauer von 30 Stunden. Die 
Entnahme der Sedimente aus den Platten und die An¬ 
fertigung der dicken Tropfen (1 komplette Testserie pro 
Objektträger) erfolgt analog dem Test für Plasmodium 
falciparum. Die Giemsa-Färbung erfolgt jedoch bei pH 
7,0. Da bei Plasmodium vivax im peripheren Blut ge¬ 
wöhnlich asexuelle Formen verschiedener Altersstufen 
Vorkommen, kann sich die Auswertung nicht auf die 
Auszählung der Schizonten stützen. Hingegen gibt die 
Auswertung nach den Prinzipien der Wachstumshem¬ 
mungstests zuverlässige Resultate. Zu diesem Zweck wer¬ 
den stadienspezifische Differentialzählungen durchge¬ 
führt, wobei junge Trophozoiten, mittlere + fortgeschrit¬ 
tene Trophozoiten, Präschizonten mit < 8 Chromatin¬ 
körpern und Schizonten mit > 8 Chromatinkörpern 
unterschieden werden, ln die Testung werden nur Para¬ 
sitenisolate mit ausreichendem, in der Präinkubations¬ 
kontrolle ersichtlichem Wachstumspotential und gerin¬ 
gem Schizontenanteil aufgenommen. Dies sind erfah¬ 
rungsgemäß > 80 % aller natürlichen Parasitenpopula¬ 
tionen. Die Auswertung der individuellen Tests erfolgt 
gemäß einem stadienspezifischen Punktesystem (TaSA- 
NOR et al. 2002). Für die Auswertung der gruppierten 
Tests können die Werte direkt in das EDV-adaptierte 
Log-Probit System (Wernsdorfer & Wernsdorfer 
1995) übertragen werden. Auch hier eignen sich die Re¬ 
gressionslinien, deren 95 % Vertrauensgrenzen und die 
mittleren Datenpunkte zur graphischen Darstellung 
(Abb. 7 & 8). 

Anwendungsgebiet 
von in vitro Prüfverfahren 

Im Unterschied zu in vivo Prüfverfahren geben die 
Resultate von in vitro Tests Auskunft über die intrinsi¬ 
sche Arzneimittelempfindlichkeit der asexuellen ery- 
throzytären Parasiten. Sie weisen meist auch eine gerin¬ 
gere Ausfallquote auf. ln Gebieten mit geringer kommu¬ 
naler Immunität, d.h. geringgradiger oder mäßiger Mala¬ 
riaübertragung entsprechen die Ergebnisse der in vitro 
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Tests jenen der in vivo Prüfungen, unabhängig vom Al¬ 
ter der Patienten. 

Die Anwendungsmöglichkeiten der in vitro Testver¬ 
fahren ist vielfältig. Im Zusammenhang mit der Überwa¬ 
chung der Arzneimittelempfindlichkeit von Plasmodium 
faldparum und neuerdings von Plasmodium vivax werden 
in vitro Tests in der Erfassung von Basisdaten für Medi¬ 
kamente vor deren breiterer Anwendung im Untersu¬ 
chungsgebiet eingesetzt, wie dies in Abb. 9 am Beispiel 
von Artemisinin bei Plasmodium falciparum gezeigt ist. 
Sie eignen sich auch für präzise longitudinale Untersu¬ 
chungen über längere Zeiträume. Abb. 10 gibt Auf¬ 
schluss über die Entwicklung der Mefloquinempfindlich- 
keit von Plasmodium falciparum in der westlichen Region 
Thailands zwischen den Jahren 1982 und 2001. Der Rük- 
kgang der Sensibilität zwischen 1982 und 1984, also 
noch vor der Einführung von Mefloquin, ist als Kollater- 
alerscheinung zur gleichzeitigen und ausgeprägteren Ab¬ 
nahme der Chininempfindlichkeit zu verstehen (SUEB- 
SAENG et al. 1986), da zwischen Chinin und Mefloquin 
(beides 4-Chinolinmethanole) eine signifikante Wir¬ 
kungskorrelation besteht. Ferner lassen die Ergebnisse 
von in vitro Untersuchungen Sensibilitätsvergleiche zwi¬ 
schen verschiedenen Gebieten zu, soweit die Beobach¬ 
tungen zeitlich nahe beieinander liegen. Dies ist in Abb. 
11 am Beispiel der Lumefantrinempfindlichkeit von Plas¬ 
modium/al ciparum in Tansania und Thailand 1993/1994 
gezeigt. Zu dieser Zeit wurde Lumefantrin noch in kei¬ 
nem der beiden Länder verwendet. Die geringere, den¬ 
noch voll im therapeutischen Bereich liegende Sensibi¬ 
lität in Thailand dürfte auf die dort bestehende herabge¬ 
setzte Empfindlichkeit gegenüber anderen Klasse 2 Ary- 
laminoalkoholen zurückzuführen sein. Ähnlich zeigen 
sich im geographischen Vergleich der Artemisininemp- 
findlichkeit von Plasmodium falciparum zwischen Tansa¬ 
nia, Thailand und China (1993/1994) erhebliche Unter¬ 
schiede (Abb. 12). Die im Vergleich zu Tansania flache¬ 
ren Regressionen in Thailand weisen bereits auf ein an¬ 
scheinend durch die freie Verfügbarkeit von Artemisi¬ 
ninderivaten im benachbarten Myanmar gesteuertes Se¬ 
lektionsphänomen hin. Die gegenüber den thailändi¬ 
schen Sensibilitätswerten um etwa eine Größenordnung 
geringere Artemisininempfindlichkeit in China dürfte 
dem liberalen Einsatz von Artemisininderivaten in 
Monotherapie zuzuschreiben sein. Artemisinin und seine 
Derivate allein sind in der üblichen Dosierung selten ku¬ 
rativ und hinterlassen ein selektiertes Parasitenreservoir. 

Neben diesen epidemiologischen Anwendungen, 
können in vitro Prüfverfahren auch erfolgreich in der 
Forschung eingesetzt werden. So wurde in einer Ver¬ 
gleichsstudie bei Plasmodium falciparum die relative 
Wirksamkeit der 4 Cinc/tona-Hauptalkaloide (Chinin, 
Chinidin, Cinchonin und Cinchonidin) endgültig ge¬ 
klärt (Knauer et al. 2003). Während sich diese Studie 
auf zwei Diastereomerpaare bezog, wurde in einer ande- 
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Abb. 6: Log-Probit Regression für Lumefantrin bei Plasmodium falciparum in Mae 
Sot, Thailand, 1988, mit Vertrauensbereieh der Regressionslinie (95 %) und 
beobachteten Datenpunkten (SMI °/o = % Hemmung der Schizontenreifung). 



Abb. 7: Log-Probit Regression für Chloroquin bei Plasmodium vivax in Mae Sot, 
Thailand, 2001, mit Vertrauensbereich der Regressionslinie (95 %) und 
beobachteten Datenpunkten (GI°/o = °/o Wachstumshemmung). 

ren Untersuchung die Wirksamkeit der Lumefantrin- 
Enantiomere (Lumefantrin und ‘Lumefantrin) ver¬ 
glichen (WERNSDORFER et al. 1998). Nicht zuletzt 
kommt den in vitro Testverfahren Bedeutung in der 
Untersuchung der Wirksamkeit neuer Kandidatenver¬ 
bindungen zu, wobei die Feldprüfungen an zahlreichen 
Parasitenisolaten den auf wenige Stämme beschränkten 
Beobachtungen in kontinuierlicher Kultur an Aussage¬ 
kraft weit überlegen sind. Abb. 13 zeigt eine derartige 
Anwendung am Beispiel von Desbutyl-Benflumetol, ei¬ 
nem Lumefantrinanalog, bei Plasmodium vivax. Ferner 
werden in vitro Testverfahren in der Klärung von Wir¬ 
kungskorrelationen zwischen verschiedenen Medika- 
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Abb. 8: Log-Probit Regression („baseline") für Lumefantrin bei Plasmodium vivox in 
Mae Sot, Thailand, 2001, mit Vertrauensbereich der Regressionslinie (95 °/o) und 
beobachteten Datenpunkten (Gl% = °/o Wachstumshemmung). 


In Hinterindien sind Thailand, Myanmar, Kambodscha 
und Vietnam von Multiresistenz, d.h. Resistenz gegen 
mindestens drei, verschiedenen chemischen Klassen zu¬ 
gehörige Medikamente betroffen. Jm übrigen südasiati¬ 
schen Raum und im tropischen Afrika hat Resistenz ge¬ 
gen Antifolate innerhalb der jüngst vergangenen Jahre 
rasch an Terrain gewonnen und es ist lediglich eine Fra¬ 
ge der Zeit, bis Frequenz und Grad der Resistenz auch in 
diesen Gebieten die weitere Verwendung dieser Medika¬ 
mente ausschließen. Die liberale Anwendung der relativ 
billigen Arzneimittel hat viel zu dieser Entwicklung bei¬ 
getragen. Weitere therapeutische Optionen sind be¬ 
schränkt und teuer. Daher wird es notwendig sein, in al¬ 
len Endemiegebieten - soweit dies noch nicht geschehen 
ist - den Grundsätzen der rationalen Therapie zu folgen. 
Dazu gehören Therapie auf der Basis einwandfreier Dia¬ 
gnose, die post-therapeutische Beobachtung der Patien¬ 
ten, die regelmäßige Überwachung der Parasitensensibi¬ 
lität und nicht zuletzt die Erarbeitung, laufende Aktuali¬ 
sierung und Beachtung von Behandlungsrichtlinien. 



Artemisinin (nM) 


Abb. 9: Log-Probit Regression („baseline") für Artemisinin bei Plasmodium 
falciparum in Mae Sot, Thailand, 1995, mit Vertrauensbereich der Regressionslinie 
(95 %) und beobachteten Datenpunkten (SMI°/o = °/o Hemmung der 
Schizontenreifung). 


menten und in der quantitativen Erfassung von pharma 
kodynamischen Arzneimittelinteraktionen eingesetzt. 


Ausblick 

Während sich die Chloroquinresistenz bei Plasmo - 
dium i'ivax derzeit of das subäquatoriale Inselgebiet zwi¬ 
schen Indischem Ozean und Pazifik beschränkt, erstreckt 

sich die Chloroquinresistenz von Plasmodium falcipa¬ 
rum auf das gesamte Verbreitungsgebiet dieser Spezies, 
mit Ausnahme Mittel- und Nordamerikas. Solide Resi¬ 
stenz gegen Kombinationen von Pyrimethamin und Sul¬ 
fonamiden ist in Südamerika und Hinterindien etabliert. 
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Abb. 12: Vergleich der Artemisininempfindlichkeit von Plasmodium folciparum in 
Muheza, Tansania, Mae Sot (MS) und Mae Hong Son (MHS), Thailand, und Yunnan, 
China, 1993/1994. Log-Probit Regressionen (SMI°/o = % Hemmung der 
Schizontenreifung). 
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Probit Regression mit 95 % Vertrauensbereich und beobachteten Datenpunkten 
(Gl% = % Wachstumshemmung). 
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